ACTA DE LA REUNION DEL COMITE DE ETICA Y EXPERIME,NTACION
ANIMAL DE LA FACULTAD DE FARMACIA, CELEBRADA EL DIA 18 DE
MARZO DE 2015

En la Sala de Juntas “Blanca Feijoo” de la Facultad de Farmacia, siendo las
13:30 horas del dia 18 DE MARZO DE 2015 se relne el Comité de Etica y
Experimentaciéon Animal de la Facultad, previamente convocado al efecto, bajo
la presidencia del llmo. Sr. Decano, Profesor Dr. D. Rafael Lozano Fernandez,
actuando como Secretario el Prof. Dr. D. Jesus Roman Zaragoza.

El Orden del Dia es el siguiente:

1. Lecturay aprobacién, si procede, del Acta de la Comision
celebrada el pasado 19 de diciembre de 2014.

2. Propuesta de Proyecto de la Seccién Departamental de Fisiologia
Animal (Se adjunta documentacion).

3. Ruegos y preguntas

ASISTENTES

Prof. Dr. D. Rafael Lozano Fernandez

Prof. Dr. D. Jeslus Roman Zaragoza

Profé, Dra. D2. Pilar GOmez-Serranillos Cuadrado
Prof2. Dra. D3. Juana Benedi Gonzalez

Profa. Dra. D3 Concepcion Gil Garcia

Profa. Dra. D2. M2. Pilar Iniesta Serrano

Profa. Dra. D2 Ana M2, Lopez Sobaler

Prof. Dr. D. Albino Garcia Sacristan

1. Lectura y aprobacion, si procede, del Acta de la Comision
celebrada el pasado 19 de diciembre de 2014.

Se aprueba el acta por asentimiento.

2. Propuesta de Proyecto de la Seccion Departamental de
Fisiologia Animal (Se adjunta documentacion).

Una vez estudiada la documentacién, previamente enviada a los
miembros de la Comision, aportada por el Prof. Dr. Medardo Vicente
Hernandez Rodriguez, de la Seccién Departamental de Fisiologia de la
Facultad de Farmacia, Investigador Principal del Proyecto de Investigacion:
“Deterioro de la funcionalidad de la vejiga urinaria en un modelo experimental



de obesidad resistente a la insulina” presentado como Proyecto de
Investigacion en Salud del Instituto de Salud Carlos Il (ISCII-FIS) del
Ministerio de Economia y Competitividad (MINECO) en la convocatoria del
BOE 3-3-2015 (PR11/15):

Se decide informar favorablemente que dicho Proyecto de Investigacion
pueda ser llevado a cabo en las instalaciones del Estabulario de Fisiologia de
la Facultad de Farmacia de la UCM con n° de registro ES-28079-0000085, ya
gue cumple los requisitos deontoldgicos y éticos para el uso de mantenimiento
y cria de roedores segun el Real Decreto RD 53/2013 de 1 de febrero de 2013.

3. Ruegos y preqguntas.

No ha lugar.

Y no habiendo mas asuntos que tratar, se levanta la sesién siendo las 14:00
horas del dia de la fecha de cuyo contenido, que recoge la presente acta, como
Secretario, doy fe.

Madrid, 18 de marzo de,2015
EL SECRETARIO ACADEMICO

Fdo.: Jesus Roman Zaragoza



TITULO: “Deterioro de la funcionalidad de la vejiga urinaria en un modelo experimental de
obesidad resistente a la insulina”.

Investigador principal: Dr. Medardo Vicente Hernandez Rodriguez

Resumen (Objetivos y metodologia): (Maximo 250 palabras)

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de trastornos metabdlicos y/o factores de riesgo
de enfermedad cardiovascular interrelacionados, como son la obesidad central, la diabetes
mellitus tipo Il (DMII), la dislipidemia y la hipertensién que tienen como comun denominador la
resistencia a la insulina, una hiperinsulinemia compensadora y una intolerancia a la glucosa.
Tanto el SM como la DMIl son conocidos factores de riesgo del denominado cuadro
sintomatolégico del Tracto Urinario Inferior y de la vejiga hiperactiva. Con el envejecimiento el
riesgo de padecer diabetes y enfermedad cardiovascular se incrementa considerablemente
junto con episodios de incontinencia urinaria (IU) asociados con la obesidad. Asi, individuos
obesos de ambos sexos presentan una mayor incidencia de episodios de IU de urgencia
producidos por hiperactividad del musculo detrusor. A pesar de que tanto la obesidad como la
diabetes son factores de riesgo de IU existe una escasa informacion sobre los mecanismos
fisiopatolégicos neurovegetativos responsables de la disfuncionalidad vesical caracteristica en
pacientes con SM. Por ello, el objeto del presente estudio es investigar, mediante diferentes
abordajes experimentales (inmunohistoquimica, Western blot, registro de fuerza isométrica y
medida simultéanea de [Ca?*]i y tension), las modificaciones en la expresion y funcionalidad de
los receptores de cannabinoides, las sintasas de 6xido nitrico y las ciclooxigenasas en el
detrusor de la rata Zucker obesa, modelo experimental de SM similar al producido en el
hombre, en aras a posibilitar la elecciéon de terapias farmacologicas efectivas en la clinica
urolégica asociada al SM.

TITLE: "Impairment of the urinary bladder function in an experimental model of insulin-resistant
obesity”.

Summary (Objectives and methodology):

Metabolic syndrome (MS) is a cluster of metabolic disorders and/or risk factors of
cardiovascular disease, including central obesity, type |l mellitus diabetes (DMII), dyslipidemia
and hypertension which share a common insulin resistance, a compensatory hyperinsulinemia
and a glucose intolerance. Both the MS and the DMII are known risk factors for lower urinary
tract symptoms and overactive bladder. With aging the risk of diabetes and cardiovascular
disease increase the presence of urinary incontinence (Ul) associated with obesity. In fact,
obese individuals have a higher incidence of urgency Ul produced by detrusor overactivity.
Although both obesity and diabetes are risk factors for Ul, there is little information on the
autonomic pathophysiological mechanisms responsible for bladder motor dysfunction in MS.
Therefore, the aim of the current study is to investigate, using different experimental
approaches (immunohistochemistry, Western blot, isometric force recordings and simultaneous
measurement of [Ca?'], and tension), the morphological and functional changes in the
cannabinoid receptors, nitric oxide synthases and cyclooxygenases in detrusor from insulin-
resistant obese rat, a MS experimental model similar to that produced in man, in order to
provide effective therapies in bladder dysfunction associated with MS.



Palabras clave: Receptores de cannabinoides, sintasas de o6xido nitrico, ciclooxigenasas,
detrusor, incontinencia urinaria, sindrome metabdlico, rata Zucker obesa.



Antecedentes

El denominado sindrome metabdlico (SM) engloba un conjunto de trastornos
metabdlicos y/o factores de riesgo de enfermedad cardiovascular interrelacionados, como son
la obesidad central, la diabetes mellitus tipo Il (DMII), la dislipidemia y la hipertensién que
presentan como comun denominador la ausencia de respuesta de los tejidos diana a la insulina
plasmatica o resistencia a la insulina. Dicha resistencia conduce a una hiperinsulinemia
compensadora y a una intolerancia a la glucosa como consecuencia de la alteracién en la
absorcién de la glucosa mediada por insulina (Ford y col, JAMA 287: 356, 2002). En los
pacientes con SM se duplica la probabilidad de desarrollar enfermedad cardiovascular y se
cuatriplica la de padecer DMII con respecto a los pacientes sin SM. La hiperinsulinemia
desarrollada afecta al nicleo ventromedial hipotalamico, el cual regula la activacion del Sistema
Nervioso Simpatico a este nivel incrementando asi, los niveles de catecolaminas plasmaticas y
tisulares produciendo finalmente una hiperactividad del Sistema Nervioso Simpatico Periférico
(DeFronzo y col, Diabetes Care 14: 173, 1991). La DMII esta estrechamente relacionada con la
obesidad croénica. La incidencia de la obesidad, definida como una condicién crénica de
excesivo tejido adiposo caracterizada por un indice de masa corporal igual o mayor de 30, se
ha convertido en una auténtica pandemia en los paises desarrollados. De hecho en el afio
2000, entre un 15-20% de la poblacion de dichos paises era obesa, porcentajes que se han ido
incrementando paralelamente al desarrollo de patologias como la DMIl y la enfermedad
cardiovascular (Seidell, Br J Nutr 83: S5, 2007). En el afo 1995 existian 135 millones de
personas con diabetes y se calcula que afectara a unos 300 millones en 2025, lo cual,
incrementa la aparicion de complicaciones clinicas asociadas de alto riesgo disparando, asi, los
gastos sanitarios derivados de la misma (Seidell, Br J Nutr 83: 5, 2007).

Los endocannabinoides y receptores de cannabinoides favorecen el desarrollo de
diferentes factores de riesgo vascular en el SM y la DMIl. De hecho, receptores de
cannabinoides CB+ estan implicados en la cardiopatia diabética por favorecer el estrés
oxidativo, la inflamacién y la fibrosis del miocardio (Rajesh y col, Diabetes 61:716, 2012).
Asimismo, en las arterias peneanas de ratas prediabéticas, bajo condiciones de resistencia a la
insulina, la liberacion y los efectos de prostanoides vasodilatadores, producidos en el endotelio
por la actividad de las ciclooxigenasas (COX), estuvieron sensiblemente disminuidos (Sanchez
y col, Br J Pharmacol 159: 604, 2010). Asimismo, en dicho lecho vascular, se ha descrito una
disfuncionalidad del sistema nitrérgico como consecuencia del deterioro de la sefializacién del
NO neuronal debido al estrés oxidativo y al desacoplamiento de la sintasa neuronal de NO
(Sénchez y col., PLoS One. 7(4):€36027, 2012).

El llenado y vaciado de la vejiga urinaria es regulado por la actividad del Sistema
Nervioso Auténomo. Asi, el transporte de orina a través del uréter y su descarga a la vejiga son
controlados por la liberacion de neurotransmisores excitadores e inhibidores en el uréter
intravesical. Entre los primeros cabe resefiar la noradrenalina (NA) (Herndndez y col, Br J
Pharmacol 107: 924, 1992), la acetilcolina (ACh) (Hernandez y col, Br J Pharmacol 110: 1413,
1993), la serotonina (5-HT) (Hernandez y col, Br J Pharmacol 138: 137, 2003) y péptidos como
las taquicininas (Bustamante y col, J Urol 164: 1371, 2000; Bustamante y col, Neurourol Urodyn
20: 297, 2001). Entre los mediadores inhibidores destacan el 6xido nitrico (NO) (Hernandez y
col, Neurosci Lett 186: 33, 1995; Hernandez y col, Br J Pharmacol 120: 609, 1997) y la
adenosina (Hernandez y col, Br J Pharmacol 126: 969, 1999) que junto a péptidos como el
péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisiario 38 (PACAP 38) y el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) (Hernandez y col, Br J Pharmacol 149: 100, 2004) participan en la relajacion
ureteral favoreciendo, asi, la progresion del bolo de orina a través del uréter y su descarga a la
vejiga urinaria. La fase de llenado de la vejiga es iniciada por la distensién de la pared vesical
producida por la llegada de orina, la cual, provoca la estimulaciéon del nervio hipogastrico y
consecuente liberacién de NA que provoca la relajacion del musculo detrusor via activacion de
receptores adrenérgicos B2 y Bs y la contraccién de la base de la vejiga a través de la
conjugacion de la NA a receptores adrenérgicos a1 (Andersson y Wein, Pharmacol Rev 56: 581,
2004) y de endotelina-1 (ET-1) a receptores de endotelina ETa (Arteaga y col, Neurourol
Urodyn 31: 156, 2012). El vaciado de la vejiga se produce por activacion del Sistema Nervioso
Parasimpatico, el cual, a través de la estimulacién del nervio pélvico causa la liberacion de ATP
y ACh, que provocan la contraccién del detrusor via activacion de receptores purinérgicos P2X1
(Burnstock, BJU Int 107: 192, 2011) y muscarinicos M2y Ms (Andersson y Wein, Pharmacol Rev
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56: 581, 2004) y de NO, cuya liberacion es modulada por receptores adrenérgicos a2
(Hernandez y col, Neurourol Urodyn 26: 578, 2007) y canales Kv (Hernandez y col, Br J
Pharmacol 153: 1251, 2008) de localizacion presinaptica, produciendo relajacion del cuello de
la vejiga y la uretra a través de un mecanismo dependiente de la activacion de la guanilato
ciclasa (Andersson y Wein, Pharmacol Rev 56: 581, 2004; Hernandez y col, Br J Pharmacol
153: 1251, 2008, Bustamante y col, Neurosci Lett 477: 91, 2010). Asimismo, se ha identificado
un componente inhibidor independiente de NO que representa mas del 50% de la relajacion de
la base de la vejiga via activacién de la ciclooxigenasa-1 (COX-1) y la ATPasa de la bomba
Na*-K* (Martinez-Saenz y col, Neurourol Urodyn 30: 151, 2011). Entre los neurotransmisores
NANC inhibidores cabe destacar el ATP, la 5-HT y péptidos como el péptido intestinal
vasoactivo (VIP), el péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisiaria 38 (PACAP 38) y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), los cuales, desempefian un papel
crucial en la relajacion del cuello vesical. Asi, ATP produce relajacién del musculo liso del
cuello de la vejiga del cerdo a través de receptores purinérgicos P2Y1 y A2a (Hernandez y col,
Br J Pharmacol 157: 1463, 2009). La 5-HT, cuyo efecto es modulado por receptores
serotoninérgicos presinapticos 5-HT1a, produce relajacion via receptores musculares 5-HT7
acoplados a la via de la PKA sin involucrar activacién de canales de K* de localizacién
postsinaptica (Recio y col, Br J Pharmacol 157: 271, 2009). Finalmente VIP y PACAP 38
producen relajacion del cuello de la vejiga a través de receptores del subtipo VPAC:2 acoplados
a la via de la protein cinasa dependiente del AMPc (PKA) (Hernandez y col, Neurourol Urodyn
25: 490, 2006, Hernandez y col, Br J Pharmacol 149: 100, 2006), mientras que el CGRP vy la
ET-1 producen relajacion de la base de la vejiga via activacion de receptores CGRP2 (Martinez-
Saenz y col, J Urol 186: 728, 2011) y ETs (Arteaga y col, Neurourol Urodyn 31: 688, 2012),
respectivamente, acoplados a la via de la PKA. Otros péptidos como la bradicinina (BK)
producen un efecto dual, relajante y/o contractil, a través de la activacion de receptores de BK
B2 presentes en las terminaciones nerviosas y en el musculo liso, respectivamente (Ribeiro y
col., Neurourol Urodyn 33: 558, 2014). Recientemente, nuestro laboratorio ha descrito,
asimismo, un papel clave del sulfuro de hidrégeno (H2S) como molécula gaseosa sefalizadora
en la neurotransmision del uréter intravesical (Fernandes y col., Plos One 9(11): e113580,
2014) y el cuello vesical (Fernandes y col., J Urol 189: 1567, 2013), produciendo la relajacion
de la musculatura lisa a través de la activacion de canales Katr y mecanismos de
desensibilizaciéon del Ca?* intracelular (Fernandes et al., J Urol 190: 746, 2013).

Tanto el SM (Ouslander, N Engl J Med 350: 786, 2004) como la DMII (Tai y col, J Clin
Endocrinol Metab 95: 1143, 2010) son conocidos factores de riesgo del denominado cuadro de
sintomas del Tracto Urinario Inferior (STUI) y de la vejiga hiperactiva (VH). EI STUI incluye al
menos 3 o 4 signos clinicos como son: nocturia, vaciado incompleto de la vejiga y chorro
miccional vacilante y debilitado (Park y col, Urology 72: 556, 2008). Estudios epidemiolégicos
muestran una estrecha relacion entre el hiperinsulinemia caracteristica de la enfermedad
cardiovascular, la diabetes, la obesidad y los factores de riesgo desencadenantes del SM con
la apariciéon de STUI en hombres de avanzada edad (Kupelian y col, J Urol 82: 616, 2009). De
hecho, factores de riesgo vascular, como la obesidad, la diabetes, la aterosclerosis, la
dislipidemia, la hiperglucemia y la hipertension estan estrechamente relacionados con la
presencia de STUI en ambos sexos, siendo, no obstante mas frecuente su apariciéon en los
varones (Shenfeld y col, Urology 65: 181, 2005). Esto es debido a que en los hombres existe
una mayor cantidad de grasa visceral y contenido graso en el higado como consecuencia de la
ausencia del efecto protector cardiovascular de los estrégenos dando lugar a una resistencia a
la insulina incrementada en varones con adiposidad visceral elevada (Shenfeld y col, Urology
65: 181, 2005). Con el envejecimiento el riesgo de padecer diabetes y enfermedad
cardiovascular se incrementa considerablemente junto con los episodios de incontinencia
urinaria (IU) asociados con la obesidad. Asi, individuos obesos de ambos sexos presentan una
mayor incidencia de episodios de IU de urgencia producidos por hiperactividad del detrusor
(Lee y col, J Urol 179: 2470, 2008; Irwin y col, Eur Urol 58: 532, 2010). Estudios urodindmicos
muestran que pacientes con DMII presentan flujos miccionales disminuidos y volumenes
residuales incrementados (Changolkar y col, J Urol 173: 309, 2005). La actividad exarcebada
del Sistema Nervioso Autdbnomo puede modificar los procesos de neurotransmision y, por ende,
la contractilidad del detrusor y de la base de la vejiga contribuyendo, asi, al desarrollo de VH y
STUI (McVary vy col, J Urol 174: 1327, 2005). La via de la Rho kinasa a través de la inhibicion
de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina promueve la fosforilacion de la cadena ligera
de la miosina y la contraccién a través de la interaccion actina-miosina. La actividad a-
adrenérgica estimula la via de la Rho-kinasa vinculando, asi, la via de la Rho kinasa y la
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hiperactividad autébnoma caracteristica del SM (McVary y col, J Urol 174: 1327, 2005). Esta via
es, asimismo, estimulada por péptidos como la ET-1, lo cual, explicaria el incremento en la
produccion de ET-1 en pacientes diabéticos (Takahashi y col, Neurourol Urodyn 26: 547,
2007).

La VH es un complejo cuadro sintomatolégico multifactorial representado por un incremento
de la frecuencia miccional, urgencia con o sin incontinencia y nocturia (Lee y col, J Urol 196:
318, 2011). Trastornos del SM, tales como la DMII, niveles del colesterol de alta densidad
reducidos, niveles de ftriglicéridos elevados, hipercolesterolemia con aterosclerosis e
hipertension combinada con hiperlipidemia son factores de riesgo de la VH en modelos
animales y en el hombre (Azadzoi y col, J Urol 169: 1885, 2003; Nobe y col, J Pharmacol Exp
Ther 324: 631, 2008; Huang y col, J Urol 183: 1232, 2010). Ratas diabéticas por alto consumo
de fructosa o por administracion de estreptozotina muestran una cistometria alterada
caracterizada por contracciones fasicas incrementadas e hiperactividad del detrusor (Yang y
col, J Urol 178: 2213, 2007; Liu y col, Neurourol Urodyn 27: 429, 2008). Estos animales,
ademas, presentan un peso de la vejiga y una capacidad y distensibilidad vesical
incrementados y consumen y excretan mayores volumenes de agua en comparacion con sus
controles (Lee y col, J Urol 179: 2470, 2008). Las ratas diabéticas presentan, asimismo,
hipertrofia, fibrosis, contenido total de colageno reducido y edema y vasculopatia de la pared
de la vejiga (Torimoto y col, J Urol 171: 1959, 2004; Gasbarro et al, Am J Physiol Renal
Physiol 298: F72, 2010). De hecho, la hiperactividad del Sistema Nervioso Simpatico,
caracteristica de trastornos asociados al SM como la hipertensién y la aterosclerosis,
contribuye a alteraciones en el flujo sanguineo del Tracto Urinario Inferior provocando, asi, la
aparicion de VH y STUI (Matsumoto y Kakizaki, Int J Urol 19: 20, 2012). Procesos isquémicos
moderados de la vejiga provocan dafio del urotelio y de los nervios intramurales dando lugar a
la hiperactividad del detrusor e incremento de la frecuencia urinaria, mientras que la isquemia
severa Y la lesién originada por la reperfusiéon resultante, como consecuencia de la formacién
de radicales libres, estan asociadas con una contraccion reducida del detrusor también
conocida como vejiga de baja actividad (Matsumoto y Kakizaki, Int J Urol 19: 20, 2012). La
neuropatia hiperglicémica, la hipertrofia vesical inducida por diuresis y las alteraciones
metabdlicas son las responsables de la disfuncionalidad vesical (Yoshimura y col, BJU Int 95:
733, 2005). Asi, la hiperglucemia crénica favorece la formacion incrementada de especies de
nitrégeno reactivas, el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial, la regulacién a la baja de la
proteina proapoptotica Bcl-2 y la activacion de vias intrinsecas de apoptosis responsables de la
neuropatia y la miopatia diabéticas que caracterizan el progresivo fallo de la funcionalidad
vesical (Lee y col, J Urol 196: 318, 2011). La sintomatologia de la VH que aparece en pacientes
diabéticos es posiblemente debida a una reduccion de la contractilidad vesical, la cual, es el
resultado de una fase de activacion colinérgica deficitaria y una hipertrofia compensadora del
detrusor que produce finalmente un incremento de la frecuencia miccional. De hecho, se ha
demostrado una sobreexpresién de receptores muscarinicos postsinapticos, fundamentalmente
del subtipo Ms, una hipertrofia del detrusor y una contractilidad colinérgica disminuida (Lee y
col, J Urol 196: 318, 2011). En resumen, en las ratas diabéticas es caracteristico un notable
incremento del volumen y la frecuencia miccional y de la distensibilidad vesical (Torimoto y col,
J Urol 171: 1959, 2004; Liu y col, Neurourol Urodyn 27: 429, 2008). El remodelado morfologico
y biomecanico de la pared vesical producido en el SM contribuye a la disfuncion motora vesical
y al cuadro sintomatolégico de la VH y el STUI y esto justifica el desarrollo de modelos
experimentales para una correcta comprension de los mecanismos fisiopatologicos
responsables de la IU en pacientes obesos y diabéticos. Las ratas Zucker obesas (OZR)
presentan una mutacion del gen del receptor de leptina desarrollando, asi, DMII
independientemente de la dieta. La DMII, la obesidad y las complicaciones derivadas de la
misma alteran la funcion normal del Tracto Urinario Inferior en las ratas OZR, lo que las
convierte en un modelo 6ptimo para el estudio de la disfuncionalidad vesical asociada al SM en
el hombre (Gasbarro y col, Am J Physiol Renal Physiol 298: F72, 2010).
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Hipotesis

Tanto el sindrome metabdlico (SM) como la diabetes mellitus tipo Il (DMII) son conocidos
factores de riesgo de la vejiga hiperactiva (VH) y de los sintomas del Tracto Urinario Inferior
(STUI). Estudios epidemiolégicos han mostrado una estrecha relacion entre la hiperinsulinemia
caracteristica de la enfermedad cardiovascular, la diabetes, la obesidad y los factores de riesgo
desencadenantes del SM con la aparicion de VH y STUI en hombres de avanzada edad
(Kupelian y col, J Urol 82: 616, 2009). Con el envejecimiento el riesgo de padecer diabetes y
enfermedad cardiovascular se incrementa considerablemente junto con episodios de I1U
asociados con la obesidad. Asi, individuos obesos de ambos sexos presentan una mayor
incidencia de episodios de IU de urgencia y de estrés tipo Ill, producidos por hiperactividad del
detrusor y por deficiencia esfintérica intrinseca, respectivamente. La hiperinsulinemia
desarrollada secundariamente a la resistencia a la insulina produce una hiperactivacion del
Sistema Nervioso Periférico, modificando asi la regulacion neurovegetativa y por tanto la
contractilidad de la musculatura lisa del detrusor contribuyendo, de esta manera, al desarrollo
de VH y STUI. De hecho, en la diabetes es caracteristico un notable incremento del volumen y
la frecuencia miccional, la distensibilidad vesical y la existencia de alteraciones anatomicas y
funcionales de la pared vesical y de la base de la vejiga, lo cual, favorece la presencia de
cuadros de U de urgencia y de estrés tipo Ill (Torimoto y col, J Urol 171: 1959, 2004).

A pesar de que tanto la obesidad como la diabetes son factores de riesgo de IU, el cuerpo de
conocimiento actual en relacién con la sintomatologia miccional asociada al Sindrome
Metabélico es muy limitado. De hecho, existe una escasa informacién sobre los mecanismos
fisiopatolégicos neurovegetativos responsables de la disfuncionalidad vesical caracteristica en
pacientes con SM, lo cual, es esencial en aras a posibilitar la eleccion de terapias
farmacolégicas efectivas en dichas patologias. La originalidad del presente proyecto se vincula,
por tanto, precisamente a esta extrapolacion patogénica y clinica desde el modelo experimental
y la metodologia presentada.



Objetivos

Ya que tanto los receptores de cannabinoides (Rajesh y col, Diabetes 61:716, 2012) como las
sintasas de NO (Sanchez y col., PLoS One. 7(4):e36027, 2012) y las COX (Sanchez y col, Br J
Pharmacol 159: 604, 2010) desempefian un papel fundamental en la disfuncionalidad
cardiovascular asociada al SM, el presente estudio va dirigido a investigar las modificaciones
en la expresion y funcionalidad de dichos receptores y de las enzimas de sintesis de NO y de
prostanoides en el detrusor de la rata Zucker obesa, modelo experimental de SM similar al
producido en el hombre. Para ello, se disecaran preparaciones longitudinales pertenecientes al
detrusor de ratas machos Zucker obesas (RZO) y sus correspondientes controles, ratas Zucker
delgadas Lean (RZL). En dichas muestras, utilizando diferentes abordajes experimentales
(inmunohistoquimica, Western blot, registro de fuerza isométrica y medida simultanea de
[Ca?*]i y tension), se estudiaran:

1°. La expresion y funcionalidad de los receptores de cannabinoides presentes en las
terminaciones nerviosas intramurales de la pared de la vejiga urinaria. Para ello
llevaremos a cabo estudios de Western blot y de inmunofluorescencia de doble marcaje para
los receptores de cannabinoides CB+ y CB:2 junto con la proteina neuronal PGP 9.5, y estudios
funcionales de fuerza isométrica y medida simultanea de Ca2* y tension para valorar la accion
de agonistas y antagonistas selectivos de dichos receptores sobre la contraccion inducida por
la estimulacién eléctrica transmural (EET) y la acetilcolina (ACh) en el detrusor de las rata RZO.

2°. La expresion y funcionalidad de la sintasas de NO endotelial (NOS¢), neuronal (NOS;)
e inducible (NOS;) presentes en la pared vesical. Para ello realizaremos estudios de
Western blot y de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para la NOSe, NOSh vy la
NOS;, y estudios funcionales de fuerza isométrica y medida simultanea de Ca?* y tension para
valorar la accién de bloqueantes de dicha sintasas de NO sobre la contraccién inducida por la
EET y la ACh en el detrusor de la rata obesa.

3°. La expresion y funcionalidad de la ciclooxigenasas COX-1y COX-2 de la pared de la
vejiga urinaria. Para ello realizaremos estudios de Western blot y de inmunofluorescencia con
anticuerpos especificos para la COX-1 y COX-2, y estudios funcionales de fuerza isométrica y
medida simultanea de Ca?* y tension para valorar la accién de blogueantes selectivos de la
COX-1 y COX-2 sobre la contraccion inducida por la EET y la ACh en el detrusor de la rata
obesa RZO.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22315315

MATERIAL BIOLOGICO

En el presente proyecto se utilizaran ratas macho Zucker obesas (RZO) y sus
correspondientes controles, ratas Zucker delgadas lean (RZL) de 8 a 10 semanas de edad, las
cuales, seran suministradas por la empresa Charles River Laboratories (Barcelona). Los
animales seran estabulados en las instalaciones del Animalario de la Seccion Departamental
de Fisiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid y
mantenidos por personal especializado que les proveera de dieta standard y agua ad libitum
hasta su posterior sacrificio a las 17-18 semanas de edad mediante inhalacién de CO:2 y
posterior exanguinacion por decapitacién. Las condiciones ambientales y de estabulacion de
los animales estaran de acuerdo a los procedimientos referidos a las medidas sanitarias y de
bienestar animal recogidos en el Real Decreto de 10 de Octubre de 2005 (n° 1201/2005) en
consonancia con las directrices de la Uniéon Europea para el Cuidado y el Uso de Animales de
Laboratorio y todos los protocolos experimentales seran llevados a cabo bajo la aprobacion y
supervision del Comité Etico del Experimentacién Animal de la UCM. Las vejigas se
transportaran en un termo con solucién salina fisioldgica (SSF) a 4°C al Laboratorio de Musculo
Liso de la Secciéon Departamental. Posteriormente, en placas de microdiseccion se procedera a
la eliminacién de grasa y tejido conectivo circundante y se aislaran tiras longitudinales, con
urotelio intacto y desprovistas del mismo, de 3 mm de longitud y 1.5 mm de anchura
pertenecientes al detrusor de las ratas RZO y RZL.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

* Inmunohistoquimica. Para evidenciar la expresién de receptores de cannabinoides CB+
(CB1r) y CB2 (CBzr), sintasas de NO endotelial (NOSe), neuronal (NOSn) e inducible (NOS;) y
ciclooxigenasas COX-1 y COX-2, las muestras seran fijadas en paraformaldehido al 4 % en
tampon fosfato (PB) 0.1 M pH 7.4, durante 24-48 horas, a 4° C y a continuacion se sumergiran
en sacarosa al 30 % en PB, para su crioproteccion. Las preparaciones seran congeladas en
CO2 y almacenadas a -80° C. Posteriormente, se obtendran secciones longitudinales y
transversales de 40 a 50 pym, mediante un microtomo de congelacion. Las secciones se
procesaran para inmunohistoquimica. Las muestras seran preincubadas en suero de cabra al
10 % en PB conteniendo Tritén X-100 al 0.3 %, durante 2-3 horas y luego seran incubadas en
PB conteniendo un anticuerpo primario especifico de CB1r y CBzr, NOSe, NOS;, NOS;, COX-1y
COX-2 (Santa Cruz Biotechnology Inc), junto con el anticuerpo de la proteina PGP 9.5
(Abcam), marcador especifico de nervios, a la dilucién adecuada. Las secciones seran
incubadas con un anticuerpo secundario biotinilado (Invitrogen) a la dilucién adecuada, durante
2 horas a temperatura ambiente, y luego incubadas con el complejo ABC (Vector) durante 90
minutos. El inmunocomplejo sera revelado con 3,3 -diaminobenzidina (DAB) al 0.05 % y H20:2
al 0.001 % en PB.

* Western blot. Con objeto de mostrar la expresion de los receptores de cannabinoides CB:
y CB2, sintasas de NO, NOSe, NOS, y NOS;, asi como, ciclooxigenasas COX-1 y COX-2 en el
detrusor de las ratas RZO y sus correspondientes controles, las muestras seran
homogeneizadas en un tampoén de lisis conteniendo Tris-HCI 10 mM (pH= 7.4), sulfato soédico
de dodecilo (SDS) al 1 % y vanadato sddico 1 mM. Las muestras (15 ng de proteina) se
someteran a electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10 % y posteriormente seran
transferidas a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) que se bloquearan con suero
total o leche en polvo desnatada. Las membranas se incubaran a continuacion, en las
condiciones de dilucién, tiempo y temperatura requeridas para cada anticuerpo, con el
anticuerpo primario especifico del receptor en estudio (obtenido del proveedor adecuado en
cada caso) o con un anti-o-actina (Sigma), a lo que seguira la incubaciéon con anticuerpo
secundario (dirigido contra el huésped en el que se haya obtenido el primario) conjugado con
peroxidasa (Amersham Life Sciences). Las proteinas seran detectadas con un kit de
Amersham Life Sciences. El nivel de expresién de cada proteina sera presentado como un
cociente de la densidad de la banda objeto de estudio respecto a la de a-actina en la misma
muestra.

* Funcionalidad de los receptores de cannabinoides CB1 y CB:, sintasas de NO y
ciclooxigenasas COX-1 y COX-2. Las muestras seran montadas en miografos de 6 ml de
capacidad para registro de tension isométrica (Danish Myo Technology, DMT Inc) y seran



sometidas a una tension inicial de 1.5 g en SSF aireada con carbégeno (95% Oz y 5% COz2) a
37° C durante un periodo de 60 min. La capacidad contractil de las muestras sera comprobada
al inicio del experimento mediante su exposicidon a una solucién enriquecida en K* (SSF-K, 124
mM). Sobre el tono basal de las preparaciones se realizaran curvas de contraccién inducida por
la estimulacion eléctrica transmural (EET, 0.5-16 Hz, 1 ms de duracién, trenes de 20 s, con la
corriente de salida constante ajustada a 75 mA) y acetilcolina (ACh, 10 nM-1 mM). A
continuacion se renovara la SSF durante 60 min, y entonces las preparaciones seran
incubadas con agonistas y antagonistas de receptores de cannabinoides CB+1 y CB2, de
bloqueantes selectivos de las tres isoformas de la NOS, asi como, de la COX-1 y COX-2
durante un periodo de 30 min y entonces se realizara una segunda curva de contraccion.

* Medida simultanea de [Ca®']i y tension. Se llevaran a cabo registros simultaneos de
[Ca?*]i y tension basales y estimulados en preparaciones intactas de detrusor de RZO y de RZL
mediante fluorescencia con FURA-2 AM como previamente hemos descrito (Fernandes y col, J
Urol 190: 746, 2013). Asi, las preparaciones seran cargadas en oscuridad en SSF conteniendo
8 uM FURA-2 AM y 0.05% de Cremophor EL durante un periodo de 2 h a 37°C. Posteriormente
las muestras seran lavadas 3 veces con SSF y posteriormente la soluciéon sera cambiada a
SSF con FURA-2 AM. La camara del midgrafo se colocara sobre un microscopio invertido Zeiss
para fluorometria de longitud de onda de excitacién dual (Deltascan, Photon Technology). Las
preparaciones seran iluminadas con haces de luz de 340 y 380 nm alternativamente, y la
intensidad de la fluorescencia emitida sera recogida con una longitud de onda de 510 nm
mediante un fotomultiplicador y registrada junto con la tensién desarrollada. Al final de cada
experimento, las sefales insensibles al Ca2* seran determinadas después del enfriamiento con
manganeso Yy los valores obtenidos seran sustraidos de aquellos obtenidos durante el
experimento. El cociente de fluorescencia a 340 y 380 nm (Fs40/F3s0) corregido para
autofluorescencia sera tomado como medida de [Ca2*].

CALCULOS y ANALISIS ESTADISTICO

La sensibilidad de los diferentes agonistas sera expresada en valores de pD2, siendo pD: el
logaritmo negativo de la ECso (pD2= -log ECso). Dichos valores seran estimados mediante
analisis de regresién no lineal (GraphPad Prism). Las diferencias estadisticas seran calculadas
con el test de la t de Student para observaciones pareadas y mediante de analisis de varianza
(ANOVA) para comparaciones multiples. Las diferencias seran consideradas significativas con
un nivel de probabilidad de P<0.05.



Plan de trabajo

El proyecto solicitado se realizara en el Laboratorio de Investigacion de Musculo Liso
de la Seccion Departamental de Fisiologia de la Facultad de Farmacia de la UCM durante un
periodo de TRES ANOS (Junio 2015/Junio 2018) estructurado en tres etapas (ANUALIDADES)
claramente diferenciadas en relacion con los objetivos planteados. Asi, el cronograma se
establece de la siguiente manera:

12 ANUALIDAD: La expresiéon y funcionalidad de los receptores de cannabinoides
localizados en las terminaciones nerviosas de la pared de la vejiga urinaria, incluyendo
estudios de Western blot e inmunofluorescencia de doble marcaje para los receptores CB+ y/o
CB: junto con la proteina neuronal PGP 9.5, asi como, estudios funcionales de fuerza
isométrica y medida simultdnea de Ca?* y tension para valorar la accion de agonistas y
antagonistas de dicho receptores sobre la contraccién inducida por la EET y la ACh en el
detrusor de la rata RZO.

22 ANUALIDAD: La expresion y funcionalidad de la sintasas de NO, NOSe, NOS, y NOS;,
incluyendo estudios de Western blot e inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para
dichas sintasas de NO, asi como, estudios funcionales para valorar la accion de bloqueantes
de las mismas sobre la contraccién inducida por la EET y la ACh en el detrusor de la rata
obesa.

32 ANUALIDAD: La expresién y funcionalidad de la ciclooxigenasas COX-1y COX-2 de la
pared de la vejiga urinaria, incluyendo estudios de Western blot y de inmunofluorescencia con
anticuerpos especificos para dichas ciclooxigenasas, asi como, estudios funcionales para
valorar la accion de bloqueantes selectivos de las mismas sobre la contraccién inducida por la
EET y la ACh en el detrusor de la rata obesa RZO.

La distribucién de tareas en funcién de los miembros del equipo investigador sera el siguiente:

12 ANUALIDAD: Dr. Medardo Hernandez/ Dra. Paz Recio/ Dra. Sara Benedito/ Dra. Cristina
Martinez/ Dr. Angel Agis-Torres/ Dra. Ana Martinez-Sdenz/ Dra. Ana Ribeiro/ Ldo. Vitor
Fernandes/ Ldo. Igor Blaha/ Dr. David Vazquez/ Dr. Salvador Bustamante/ (Protocolo
experimental y analisis estadistico).

22 ANUALIDAD: Dr. Medardo Hernandez/ Dra. Paz Recio/ Dra. Sara Benedito/ Dra. Cristina
Martinez/ Dr. Angel Agis-Torres/ Dra. Ana Martinez-Saenz/ Dra. Ana Ribeiro/ Ldo. Vitor
Fernandes/ Ldo. Igor Blaha/ Dr. David Vazquez/ Dr. Salvador Bustamante/ (Protocolo
experimental y analisis estadistico).

32 ANUALIDAD: Dr. Medardo Hernandez/ Dra. Paz Recio/ Dra. Sara Benedito/ Dra. Cristina
Martinez/ Dr. Angel Agis-Torres/ Dra. Ana Martinez-Saenz/ Dra. Ana Ribeiro/ Ldo. Vitor
Fernandes/ Ldo. Igor Blaha/ Dr. David Vazquez/ Dr. Salvador Bustamante/ (Protocolo
experimental y analisis estadistico).

INFORMES ANUALES Y FINAL: Dr. Medardo Hernandez.

* Los doctores Hernandez, Recio, Agis-Torres, Martinez-Saenz, Ribeiro, Vazquez vy
Bustamante, asi como, los licenciados Fernandes y Blaha tendran DEDICACION UNICA.

* Los doctores Benedito y Martinez tendran DEDICACION COMPARTIDA.



Experiencia del equipo investigador sobre el tema

La actividad de nuestro grupo, integrado por investigadores basicos y clinicos, con dilatada
experiencia en el estudio de la funcionalidad vesical en modelos fisiolégicos y fisiopatoldgicos,
con marcado caracter de investigacion traslacional a la practica clinica uroldgica y visible en la
trayectoria curricular, ha ido dirigida al estudio del control del Sistema Nervioso Auténomo
sobre la actividad de la musculatura lisa visceral y vascular del Tracto Urinario, utilizando
diferentes especies domésticas, asi como, muestras humanas. De forma mas especifica, y en
lo que se refiere al tema del proyecto solicitado, los estudios llevados a cabo han establecido
un modelo experimental in vitro para el estudio de los mecanismos fisiolégicos y
fisiopatolégicos responsables del transporte de orina a través del uréter y su descarga a la
vejiga y de los procesos de llenado y vaciado vesical. Dichos estudios se han llevado a cabo
mediante diferentes enfoques metodoldgicos. Asi, se han realizado:

1. Estudios neuroanatomicos para la visualizacion de nervios noradrenérgicos,
colinérgicos y NANC. Dichos estudios revelan una rica inervacién adrenérgica, colinérgica y
NANC a nivel del uréter intravesical y de la vejiga urinaria (Prieto y col, Anat Histol Embryol 19:
276, 1990, Res Vet Sci 54: 312, 1993, J Auton Nerv Syst 47: 159, 1994, Regul Pept 69: 155,
1997; Hernandez y col, Neurosci Lett 186: 33, 1995).

2. Estudios fisiofarmacolégicos para la caracterizacién de receptores que median la
respuesta adrenérgica, colinérgica y NANC. Dichos estudios indican que NA y ACh
estimulan la contraccién ureteral via receptores adrenérgicos a1 y a2 y muscarinicos M1, Mz,
Ms y Ma, respectivamente (Hernandez y col, Br J Pharmacol 107: 924, 1992, Br J Pharmacol
110: 1413, 1993). 5-HT estimula el tono ureteral via receptores 5-HT2a (Hernandez y col, Br J
Pharmacol 138: 137, 2003). El NO esta involucrado en la transmision inhibidora ureteral a
través de la activacion de canales Katp (Hernandez y col, Br J Pharmacol 120: 609, 1997). La
adenosina modula la transmisién NANC excitadora ureteral, relajando el musculo via
receptores Azs (Hernandez y col, Br J Pharmacol 126: 969, 1999). En el cuello, el NO provoca
relajacion via mecanismo dependiente del GMPc (Hernandez y col, Neurourol Urodyn 26: 578,
2007, Br J Pharmacol 153: 1251, 2008), mientras que un componente inhibidor independiente
de NO produce relajacién via activacion de la COX-1 (Martinez-Saenz y col, Neurourol Urodyn
30: 151, 2011). ElI ATP promueve relajacion del cuello via receptores purinérgicos P2Y1 y Aza
(Hernandez y col, Br J Pharmacol 157: 1463, 2009). La 5-HT induce relajacién via receptores
5-HT7 (Recio y col, Br J Pharmacol 157: 271, 2009). El inhibidor de la fosfodiesterasa 4 (PDE4),
rolipram, origina una relajacion de la base de la vejiga de mayor magnitud que la promovida por
los inhibidores de la PDE 5 sildenafilo y vardebafilo (Ribeiro y col., J Sex Med 11: 930, 2014).
El H2S desempefia, asimismo, un papel fundamental en la neurotransmision inhibidora del
uréter intravesical (Fernandes y col., PLoS One 9(11): e113580, 2014) y el cuello vesical
(Fernandes y col, J Urol 189: 1567, 2013) produciendo relajacion de la musculatura lisa via
activacion de canales Katp y mecanismos dependientes de la desensibilizacion del Ca?*i
(Fernandes y col, J Urol, 190: 746, 2013).

3. Estudios neuroanatémicos y fisiofarmacolégicos para investigar el papel
desempefiado por péptidos localizados en terminaciones nerviosas motoras (Prieto y col,
Regul Pept 69: 155, 1997; Hernandez y col, Br J Pharmacol 141: 123, 2004) y en aferentes
primarias sensibles a la capsaicina (Bustamante y col, J Urol 164: 1371, 2000, Neurourol
Urodyn 20: 297, 2001) que forman parte de la inervacion intrinseca del uréter y del cuello
vesical. EI NPY incrementa la contraccion ureteral inducida por NA via receptores Y2. NKA
participa en la transmisién NANC excitadora ureteral via receptores NKz. VIP y PACAP relajan
el uréter (Hernandez y col, Br J Pharmacol 141: 123, 2004) y el cuello vesical (Hernandez y col,
Neurourol Urodyn 25: 490, 2006, Br J Pharmacol 149: 100, 2006) via poblacién heterogénea de
receptores VPAC acoplados a la PKA. El CGRP produce relajaciéon de dicha estructura via
activacion de receptores CGRP2 acoplados a la via de la PKA (Martinez-Saenz y col, J Urol
186: 728, 2011). Finalmente, la ET-1 produce contraccién y relajacion del cuello vesical via
receptores de endotelina ETa (Arteaga y col, Neurourol Urodyn 31: 156, 2012) y ETs (Arteaga y
col, Neurourol Urodyn 31: 688, 2012), respectivamente. BK produce contraccion del cuello
vesical via receptores musculares B2 acoplados a la entrada de Ca?* extracelular y relajacion a
través de receptores B+ uroteliales via activacion de la COX-1 y canales BKca (Ribeiro y col,
Neurourol Urodyn, 33: 558, 2014).

Ademas de los estudios en el Tracto Urinario, el investigador principal ha llevado a
cabo una dilatada actividad investigadora referida a la disfuncionalidad nerviosa y endotelial de
las arterias peneanas de resistencia de ratas obesas RZO. Dicha labor ha dado lugar a la



publicacién de una decena de articulos en revistas internacionales de alto indice de impacto (Br
J Pharmacol, Am J Physiol Heart Physiol Circ Physiol, Atherosclerosis, J Sex Med y PLoS
One).



Plan de difusién: Relevancia del proyecto en cuanto a su impacto clinico, asistencial y /
o desarrollo tecnolégico

El presente estudio es un proyecto de investigacion basica que pretende aportar una
herramienta efectiva en la terapéutica de la clinica urolégica asociada a la obesidad y a la
diabetes. Dicho proyecto se enmarca en las directrices de la Accién Estratégica en Salud (AES)
integrada en el Plan Estatal de Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacion 2013-2016 y
sus objetivos de forma genérica se encuadran en tres de las cinco lineas principales referidas
a:

e Linea 2: Investigacién traslacional sobre la salud humana. Nuestro estudio va dirigido a
investigar las alteraciones morfolégicas y funcionales de la vejiga urinaria en un modelo
experimental de SM. Asi, se estudiaran las modificaciones en la expresion y funcionalidad de
los receptores de cannabinoides CB+ y CB2, las sintasas de NO endotelial, neuronal e
inducible, asi como, las ciclooxigenasas COX-1 y COX-2 en el detrusor de la rata Zucker
obesa, modelo experimental de SM similar al producido en el hombre.

* Linea 4: Fomento de la investigacién farmacéutica en medicamentos y desarrollo de
tecnologias farmacéuticas. Investigacién, Desarrollo e Innovacion en farmacos para el
tratamiento de las enfermedades mas relevantes. El desarrollo y la utilizacién de modelos
animales de las enfermedades humanas permiten la evaluacion de la eficacia y seguridad de
los medicamentos. El uso de la rata Zucker obesa como modelo de SM es esencial para la
investigacion de nuevos farmacos con potencial terapéutico en las incontinencias urinarias de
urgencia y de estrés tipo Il asociadas al SM.

* L inea 5: El Sistema Nacional de Salud como plataforma de desarrollo de investigacion
cientifica y técnica junto con el entorno industrial y tecnoldgico. Uno de los objetivos
fundamentales del presente estudio es la colaboracion con la industria farmacéutica, una de
cuyas lineas de investigacion prioritaria va dirigida a la obtencion de nuevos farmacos para el
tratamiento de la disfuncionalidad vesical asociada al SM.

Los resultados del presente estudio se pretenden publicar en revistas incluidas en las
bases de datos del ISI y en las que el grupo de investigacion tiene experiencia previa de
publicacién como son: British Journal of Pharmacology, American Journal of Physiology,
Journal of Urology, Neurourology and Urodynamics, etc. Ademas, tenemos previsto participar
en los Congresos de la Grupo de Urologia Funcional y Urodinamica de la Asociacion Espafola
de Urologia, asi como, de la European Association of Urology.



Medios disponibles para la realizacion del proyecto

El proyecto se llevara a cabo en el Laboratorio de Investigacién de Musculo Liso de la
Seccion Departamental de Fisiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid. Dicho Laboratorio dispone de:

* Sistema multimiégrafo 820MS (DMT, Danish MyoTechnology) de érganos aislados conectado
a un registrador de sefal.

» Sistema miografo unicamara 310A (DMT, Danish MyoTechnology) para medida simultanea
de tensién y [Ca?*]i.

* Microscopio de fluorescencia dicroico Nikon K-92 (para FURA-2).

* Estimulador CS20 (Cibertec) y electrodos para estimulacion eléctrica transmural.

* Lupa y fuente de luz acoplada para microdiseccion.

* Material de microdiseccion: placas, pinzas, tijeras etc.

* Microtomo de congelacién.

* Espectrofotometro.

* Modulo de electroforesis.

* Material de laboratorio de uso comun (termostatos, balanzas, agitadores, neveras y
congeladores).

* Sistema de adquisicion y analisis de datos PowerLab 8/35.

* Ordenadores PC con software GraphPad Prism para la representacion y analisis estadistico
de los datos.



Justificacién detallada de la ayuda solicitada

En relacion con el material ya existente en nuestro laboratorio, se solicita como material
inventariable, un fotébmetro para microscopia de fluorescencia (FURA-2) DeltaRam con
fotomultiplicador y lampara de luz ultravioleta RatioMaster (PTI, Microbeam). Dicho material nos
permitira ampliar los recursos existentes pudiendo realizar el protocolo experimental planteado
en los plazos indicados. A la conclusién del presente proyecto, el aparataje solicitado pasara a
formar parte de la infraestructura investigadora de la Seccion Departamental de Fisiologia de la
Facultad de Farmacia de la UCM.

Para la realizacion del protocolo experimental en sus diferentes abordajes
metodoldgicos (inmunohistoquimica, Western blot, registro de tensiéon isométrica y medida
simultanea de [Ca?*]i y tension), es indispensable la provision de 84 ratas Zucker obesas (OZR)
y sus correspondientes controles (Zucker lean, LZR), asi como del siguiente material fungible:
reactivos y kits, gases, material de microdiseccion (tijeras, pinzas, placas, etc), material de
laboratorio (guantes, eppendorf, papel de filtro, vidrio, etc..), material informatico (toner,
antivirus, etc..), asi como una partida dedicada al mantenimiento de equipos y gastos de
gestién a cargo de la Fundacion General de la UCM, cuyo coste ha sido calculado sobre la
base de las anualidades de los diferentes proyectos de investigacion desarrollados por nuestro

grupo.



PRESUPUESTO SOLICITADO

1. Gastos de personal

Euros

SUBTOTAL 0
2. Gastos de ejecucion
INVENTARIABLE:
* 1 Fotdmetro para fluorescencia DeltaRam con fotomultiplicador, lampara de luz
ultravioleta, monocromador y ocular RatioMaster (PTI, Microbeam). 38.000
FUNGIBLE:
* 84 Ratas Zucker obesas (OZR) y sus correspondientes controles (LZR). 17.000
* Reactivos y anticuerpos. 21.000
* Gases. 6.000
» Material de microdiseccioén y laboratorio (Tijeras, pinzas, vidrio, etc..). 5.000
* Material informatico (toner, antivirus, etc..). 2.700
OTROS GASTOS:
* Mantenimiento de equipos. 6.000
* Gestidn de la Fundacion General de la UCM (5%). 4.785
SUBTOTAL 100.485
Viajes y dietas
* Asistencias a Congresos y Reuniones Cientificas. 3.300
SUBTOTAL 3.300
SUBTOTAL GASTOS EJECUCION 103.785
TOTAL AYUDA SOLICITADA 103.785




